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富 田
今日 ま で 一 般 に . 病理 形態学的研究 に は , 試 料を薄
切 し , そ の 透過像よ り情報 を得 る , と い う 手段 を用 い
て き た . そ の 際 に 立体的な情報が 必 要で あ れ ば , 連続
切片標本 を観察 し つ つ 推測 を働か せ ね ば な らず , 或 い
は
,
r eplic a に よ っ て 鋳 型を造り , 間 接的 に 観 察す る
以 外に 方法 は なか っ た . そ れ故 , 必 要と す る 立 体構築
像 は模式 図 と して 描 か れ て おり . 対象 を客観的 に 正 確
に 理 解す る に は困 難で あ っ た . しか し近 年 , 走 査型電
子顕微鏡 (以下 , 走査電顕 と略す .) が 発 明 さ れた こ
と に よ り , 対象物を 光顕 レ ベ ル 以 下 に お い て も立体的
に 観察す る こと が 可能 と な り , か か る問題 点 は 解 決さ
れ た . 先づ , 工 学関係 で の 活用 に 成 功 し た 走 査 電 顛
は , 1962年頃 , 歯組織 の 観察
】)
に 応用 さ れ , 次 い で1 9 66
年 Hayes12) が赤血球 を観察 し . そ の 後 , 走 査 電 顕
の 持 っ 分解能 の 良さ , 解読 の 容易さ , 超 薄切片 作 成が
不必 要で あ る こ と . な どの 利点 と相侯 っ て , こ れが 次
第 に 悪性細胞 へ の 研 究に 利用さ れ る よ う に な っ て き
た .
即ち ∫乃 ロ∫け 0 で の 研 究と して . マ ウ ス や ラ ッ トの
腫瘍由来細胞4)13)20) , ハ ム ス タ ー 卵 巣 由 来 の C H O
c ells
21)24)
, 更 に マ ウ ス 色brobla st と そ の 悪 性 変化
(tr a n sfo r m atio n) に つ い て の 報 告4) が な さ れ て お
り . 特 に そ れ ら の 細胞の C ell cycle に 関 係 し て の
細胞表面変化 , 細胞相互作用 . vir al infe ctio n や
r e v e r se tr a n sfo r m atio n age nt に よる形態 変 化 に
つ い て 論 じら れ て き た . しか し 一 方 . ′乃 †ノブu o で の
悪 性細胞に つ い て の 検討で は . 子 宮頸部癌
14)
や . 膀 胱
劫5)の 組織表面 を観察 した も の な ど を散見 す る に 過 ぎ
な い .
そ こ で 著者は , 長期継代培養 に 成功 し て い る 人 骨 肉
腫由来培養細胞 (O S T細胞) を 用 い て . わ1 Uf汗 0
に お け る細胞表面形態 を走査電顕 で 観察 し . 更 に こ の
細胞 を マ ウ ス に 異 種移植 して で き た 腫瘍組織 の 割 断面
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を同様 に 観察 し て , ∫乃 Uf汗 0 , 及 び 摘 乙両 川 で
の 本細胞 の 表面構造の 特殊性 の相異 を検討 し , 以 下の
如き興味 ある知見 を得た の で 報告す る .
実験材料 並 び に実験方法
1 . 人骨肉腫由来培養細胞 (O S T細胞) の 由来
1963年10月 , 金 沢 大学医学部整 形外科学 教室 に 於
て , 女子高校生 ( 15歳) の 左大腿骨々 幹部に 発生 し た
骨 肉腫を , 下肢切断直後 に 別出し . 細胞 を分離 し て 培
養 を行い , 19 64年 6月 に 株化 に 成功 し . Oste oge nic
Sa rc o m aTaka s eStrain (O S T細胞) と 名付け た26)
も の で あ る . 以 後 . 継代培養 を続 けて1975年 9 月 現
在 . e stablished c e11 1in e と し て5 46代 を 数 え て
い る .
2 . O S T細胞の 異種移植方法
1) 免疫反応抑制方法
著者は Kubista et al. (1967)1 7)の 方 法 に 準 L: て ,
Rabbit Anti- Mo u se･thym u sSe r u m( 以 下. R AM
T S と略 す) を作製 して マ ウ ス に 投与 し . そ の 免 疫 反
応 の 抑制 を図 っ た . 即ち . 生後 2 週の 雌 d d Nマ ウ
ス よ り胸腺組織 を馴 出し , 細 切 し て 胸腺 細 胞 を と
り . rIa nk
'
s bala n c ed Salt Solutio n に 浮 遊 さ
せ . こ の 胸腺細胞5 ～ 10億個 を体重2 ～ 3 kgの 家 兎
の 耳静脈 へ 注射し . 2 週間後 . 再度同量 の胸 腺 細 胞 を
静注 した . 2 回目 の 胸腺細胞静注後1週 間で , こ の 家
兎か ら採血 し . そ の 分離 した血清 を56
0
c . 3 0分 間 加
温 して 不徳化 し た後 . 使 用時 まで･¶200cで 凍 結 保 存
し た .
2)マ ウ ス へ の 移植方法
継代培養 4 ～ 5 日目の 培養細胞 を polic e m a nを
用 い て 培養瓶の ガ ラ ス面 よ り剥 離 し . p i pettirlg し
て 単離細胞と し た後 , 細胞濃度が20～ 40×1 06/ml とな
る よ う培養液 に 浮遊さ せ たも の を移植に 用 い た . 即 ち
Sca nning ele ctron micro s c opic studie s o n c ultured hu m a n o st eog enic s arc om a cells
in vitr o and in viv o. Kats ur o Tomita , Depa rtment of Orthopa ed ic Su rge ry (D ire ctor
: Pr of. B. Taka se), Scho ol of Med icine, Ka na za w a University .
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生後2過 の d d N堆 マ ウ ス に R A M T S O.05ml を 7
日 間 , 毎 日 1回腹腔内 に 注射 し た後 , 培養細胞 1 ～ 10
×1 0
6個 を その 大腿骨周囲 に 注入移植 し た . 移 植 後 も
同様に 毎 日 R A M T S注射 を続 け る こ と に よ り, 2過日
で 移植部 に小 豆大 . 3過日 で 小指頑大 の 腫 癌形 成 が見
られ , R A M T Sの 中止 の な い 限 り r egr es sio rlを
起す も の は なく . 平均46日 (33 日～ 58日) に て マ ウ ス
は腫瘍死 した . 移植成功率 は86 %(80匹申69 匹) で あ
っ た . 走査電鋳試料作製 に は , 移植後 3 ～ 4 週 目の 腫
瘍 を用 い た .
3 . 走査電頗用試料 の 作製方法
1) 単離浮遊細胞の 場合 -∫乃 びi汗 0 で の 観察
継代培養 7 日目 の O S T培養細胞 を E D T A 処 理後 ,
培養瓶 の ガ ラ ス 面よ り剥離 し , Pipetting に て 単 離
細胞浮遊液と した . こ れ を300rpm 3分間遠沈 し . 上
清 を棄て て 直 ちに pH 7.4 の Dulbe c c o燐 酸 緩衝
液 (P 息S.) を 注 い で 振濃淡浄 し (以後 の 液 の 交換 は
全て 同様 の 遠沈操作 を行 っ て い る .). 再度遠沈 し て 上
清 を棄て , 2.5 % gluta r aldehyde (25% gluta r al･
dehyde : P.B.S. = 1 : 9) を注 い で 2時間 , l 前 固 定
を行 っ た . 再 びP.B.S. で 洗浄 し , 1 % OsO4(2 % OsO4
: P.B.S. = 1 : 1)で 1時間 ,後 固定 し P.B.S . で 洗 浄 し
た . こ こ ま で の 操作 は全 て 4 0c の 条 件下 で 行 っ た .
次 い で こ の 試料を50% , 70% , 90 %. 9 5 %. 1 0 0%
a c eto n に . 20分毎に 1 ～ 3回 浸 し て 脱 水 し , 99 %
is o a myl a c etate に30分間浸 し て aceto n を 置換
し た . 更 に O S T細胞の is o a myl ac etate 浮 遊 液 を ピ
ペ
ッ ト に て カ バ ー グ ラ ス 小片面 に 滴下 し . 直 ち に 日CP
- 1型臨界点乾燥装置に 入れ , 液体 C O2 噴 出 に よ る
細胞流出を防 ぐ た め に , 田 中
2丁) の 考 案し た dry ic e
に よ る臨界点乾燥 を行 っ た . 乾燥 を終 え た試料 を , 銀
ペ ー ス ト 又は セ メ ダイ ン ホ ワ イ ト で 試料台に 固 定 し .
カ ー ボ ン と金 パ ラ ジ ウ ム に よ り 回転蒸着 , 或 い はI B-
1型イ オ ン ク リ ー ナ ー に よ る金 パ ラ ジ ウ ム の ス ノヾ ッ タ
未着 を行 っ た ( 表1).
観察 に は日立電界放射型 走査電子顧微鏡 (H F S- 2)
を用 い . 加速電圧15～ 20K Vの 条 件で 50～ 5 × 1 04倍 に
拡大 し . 試料 台傾斜角 0 ～ 450で 観察 した .
2) 単層培養細胞の 場合 一f柁 〃fけ0 で の 観 察
滅菌 シ ャ ー レ の 底面 に あ ら か じめ カ バ ー グ ラ ス の 小
片 を入れ て お き , その 上 に 単離浮遊細胞液 を 入 れ て 培
養を行 い , カ バ ー グラ ス 面 に 定着培 養 され た細胞 を ,
位相差顕微鏡で 観察 し つ つ 経 時的に.採り 出し て 試料作
製 に 用 い た ･ 試料作製方法 は ･ 遠沈 操作 を除 い て は ･
単離浮遊細胞 の 場合と同様 ( 表1 )で あ る が . 臨界点





表 1 試 料 作 製 法
p B S(pB 7. 4 ′ 4 0 c)で 洗浄
2 .5 !gluta r al dehyde , 2 - 6 時 間 , 4 0c
P B Sで 洗浄
1 篭OsO4 . ト 2 時間 . 40 c
p B Sで 洗浄
50亀 , 7 0 篭. 90 亀′ 9 5 亀. 1 0 0 宅a c eto n
(×1) (Xl) (×2) (×2) (× 3r
各 2 0分
(樹脂 包墟､ 凍結割断､ pr Opyle n e o xide
99 篭is o amyl a ce 垣 te 3 0牙
液体 C O2
回 転蒸着 (C, Au + p d)
イオン ス パ ッ タリン グ (AⅥ + p d)
HFS- 2形 ､ 1 5 - 20 kV
で 溶 解)
態で 行 っ た .
3) O S T細胞 の 異種移植腫瘍の 場合一拍 乙両 川 で
の 観察
O S T細胞 を マ ウ ス に異 種移植 し3 ～ 4過 を 経 て 小
指頚木に 発育 し た腫瘍を , 走査電顕観察 試料 と し て 用
い た . 即 ち , 生 き たま ま の マ ウ ス の 大腿 部よ り 腫 瘍を
切除し , 速 か に P.B.S. 内で 2×2× 4m mの 大 き さ に 切
り 出し , 蓑 1 に 示す如く1), 2) の 場合と 同様 に 試料
を作製 し た . た だ し 固定 は gluta r aldehyde 6 時
間 , OsO■ 2時間行 い , 目的と す る 観 察面 を得 る た
め に 操作途中 に 次 の よう な観察面剖出法 を施 行 し た .
i) 固定前又は固定申 の 組織 を , 鋭利な カ ミ ソ リ で 切
る か . 或 い は ピ ン セ ッ ト で ひ き ち ぎる .
ii) 100 %a c eto n で 脱水中 に , イ) カ ミ ソ リ で 切
る , ロ) ピ ン セ ッ トで 折振割断す る , ハ ) 凍結割断法
一 試料 を a c eto n に 浸 し たま ま ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 内
に 封入 し , 液体窒素で 凍結 し つ つ . ノ ミ で 鈍 的に 割断
する , ニ ) 樹脂包埋凍結割断法-セ メ ダ イ ン 150 0中 に
試料 を包埋 し て カ プ セ ル に 入れ , 液休窒 素 で -800c
に て 凍結 さ せ つ つ ノ ミ で 鋭的 に 割断 , 次 い で 常温 に 戻
し た試料 を pr op yle n e o xide で20分間毎 4 ～ 5 回
洗 っ て セ メ ダイ ン を融か し . is o a myl a c etate で 置
換 す る .
iii)臨界点乾塊後 に ピ ン セ ッ トで 折損 す る .
以 上 の 方法 の う ち . 主 な 観察 に は良 い 観察 面 が得 ら
れ た 立) ロ ) ハ ) ニ) の 試 料を用 い た . 更 に 観 察面 を
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イ オ ン エ ッ チ ン グし た後 仁 蒸着し た も の を も 観 察 し
た .
4) 宿主側の 結合組織 の 観察
O ST 細胞異種移植腫瘍の 組織 を宿主側 の 結合組織
と 比 較する た め ,腫 瘍周囲を囲ん で い る線維 組織 を3)
に 準 じ て 採取 し , 100% a c eto n脱水 中 に ピ ン セ ッ ト
で折損 し て 得た も の を観察 に 用 い た .
尚 一 意査電顔試料作製 に 先立ち , 棟木を実体戴微鏡
で 観察 し て 確認 す る と共 に , 走査電顧観察後 に 再 度 ,
光顧 レ ベ ル で 確認 す る た め に . 試料を 試 料台 より 剥が
し. 表 2 に示 す如く do uble e mbed ding te chniqu e2)
に て 包埋 し , 5〃m の 切片を つ く りR.E染色 を行 っ た .
実 験 結 果
Ⅰ . わ乙 肌徳和 に お け る O S T細胞の走査 喝 顕 像
1 . 単離浮遊状態 に あ る O S T細 胞
弱拡大 で 観察す る と ( 図1 ). OS T 細 胞 は ほ ぼ 球
形 に近 い 形態 を成 して お り . 一 見 .
"
湖底の マ リ モ 〝
様で あ っ た . そ の 大 き さ は直径 8 ～ 15〟m に わ た り 大
小不揃 い で , 表面 に は特色 あ る突起 が見 られ た . 強拡
大で 観察 す る と ( 図2), こ の 細胞質突起 に は mic r･
0 Villi及び blebs の 2種類 の 形態 が あ り , 単独 に ,
又 は種 々 の 割合 に混在し な が ら密生 して い る の が 認 め
られ た .
mic r o villi は直径約0.2fL mの 指状の 突起で , そ の
長さ は0.5 ～ 4〟m に わ た っ て 最短ま ちま ち で あ り , 方
向性 も細胞表面か ら垂直に 立 っ も の , 斜方向 に 曲折 し
て い る も の な どが観察 さ れ た . そ の 5 × 104倍 拡 大率
で の 観察 は , 表面平滑 で あ っ た . blebs は mic r o･
villiの 先端 が蛇頭状, 泡状又 は球根状 に変容 し て 膨
ん だ形態 をな し て おり l そ の 直径 は0.3～ 0. 餌 m の 範
囲 に あ っ た .
2 . 培養後 の O S T細胞の 経時的観察
浮遊状態 に あ る O S T細胞 は . s ubc ultu r e を 行
っ た後 は時間の 経過 と と も に 沈 降し , カ バ ー グ ラ ス面
に 定着 し始め た . 6時間を経過 L たもの で は細 胞 の 表
面像 に 著変 は なか っ たが , ガ ラ ス 面 に 接し て い る部 で
は . 細胞 の ア メ ー バ 様運 動 の 始ま りと して Rlopo -
dia や 1a m e11ipodia (r u田 ed m e mbra n e) な ど の
偽足 (ps e udopodia) が見 られ た (図 3). r u用 ed
m e mbr a n eは図3 に 示す如く , 細胞周辺 に 拡 が っ た
波状の 細胞質突起 で , そ の 表面 に は mic rovilliを
伴 っ て い た . 色lopodia は mic r o villi とほ ぼ 同 じ
太さ で あ っ たが , 培養後の 時間が た っ に つ れ て t よ り
伸展し た も の が観察さ れ . そ の 先端 は棟状 に 尖鋭 で あ
っ た . ま た , 近隣の 細胞 と の 問 に は相互の 鋸 opo -
dia の 接触 に よ るinte rc ellula r bridges が 見 ら れ
る よう に な っ た (図 4).
12時間を経過 した細胞を僻撤図 で 見る と ( 図 5 ), カ
バ ー グ ラ ス面 に 沿 っ て 全周に 放射状 に 伸展 し て い る
鋸 opodia や . そ の 癒 合 した 1a m ellipodia が 観
さ れ た .
1 日 を経過す ると (図 6 ), O S T細胞 の ア メ ー バ
様運動 は活発 と なり , 細胞は小丘状或 い は紡 錘 形状 の
形態 を整 え つ つ inte r cellula r bridges に よ る 細
胞相互接触作用や細胞分裂を示 した . 図 7 は , 培 養 2
日目 の試料 で 観察さ れ た細胞分裂直後 の 細胞 で あ る .
細胞 は はぼ等量 に 分裂 し , 核 の 存在す る 膨隆部に 一 致
Table 2. Po st- SC a n n l ng ele ctr o n mic r o sc opy histology pr o c e ssing s chedule
S ta ge
l . C hlo r ofo r m, fo u r cba nge s of 6 b
2 . Hydr ate t br o u9b l O O. 80. 6 0 a nd 4 0 亀e 也 a n ol . 3 h pe r cha nge
3. 0 ,9亀 S OdiⅦ n Cblo r土de , 6 h
4 . Fo r m 01 一 日 alin e′ 2 4h
5 . Dehydr ate t hr o ugb 7 0′ 2 x 95 a nd 2x l O O 宅e tba n ol . 2 h pe r
Cba nge
6 . *=mp regn ate with 2 % c el loidin in ethe r- a lc oh ol , t hr e e cha nge s
O V e r2 - 3 day畠
7
･ C le a rin be n z e n e. tw o cha n9e S Of 2 h
8 ･ 工mpr egn ate with pa r af fi皿 W a X′ tV O Cba n9e S Of 3h
9 . Embed in pa r aff ln v a x
★s ta ge $ 6
- 9 c o mpris e pete rfil s do uble - e血be d ding te chniqu e
(Cnl l土n9 . 196 3) .











して 細胞膜 に mic r o villiが密 生 し . そ の 部 で の 細
胞膜代謝活動 が盛ん で あ る 事 を 示 し て い た ･ ま た ･
mic r o villi や blebs を 伴 っ た 1am ellipodia が
周囲に 伸 びて お り , 活発 な ア メ
ー バ 様運 動の 開 始 を示
して い た .
3 ～ 4 日引 こな る と ( 囲 8 ). 細胞 はま す ま す 平担
化 し つ つ 増殖 し . い わ ゆ る
■t
m o n olaye r
" の 傾 向 が
現 れ て き た . 視野 に は C ell cycle の い ろ ん な 時 期
の も の が 混在 し て い ると考 え ら れ る 像が 見 られ ･ 各細
胞間に は inte r c ellular bridge s が 見 ら れ た ･ 平
坦化し つ つ ある細胞 で は , 核存在部 は膨 隆 し , そ の 部
の 細胞膜 に は mic r o villi が 発 達し , 周 辺 部 に は ま
ば らで あ っ た . ま た場所 に よ っ て は 図 9 に 見 る 如 く t
細胞間 に inte r c ellular bridge s よ り も 更 に 微 細
な250Å前後の 巾 の
〝
ク モ の 糸ク 状 の 線維様 物質 が ･
幾 す じ も複雑に 絡 み合 い な が ら細胞間 を縦横 に 走 っ て
い る の を見出 し , 我 々 は こ れ を mic r othr e ads, 及
び その 網目構造を mic r othr e ads n etw o rk と呼 称
し た .
6日目 で は (図10), 殆 ん ど の 細胞 が ガ ラ ス 面 に
一
面 に 増殖 し, い わ ゆ る
t -
m o n olayer pa v e m e nt
一● の
像 を呈す るよ う に な っ た . こ れ らの 細胞 の 配 列 に は規
則性 が なく at r a ndam で , 色br obla st な ど に 見
ら れる よ う な方向性 は全 く示 さ な か っ た . 図 11に 見
る如く , 個 々 の 細胞の 膿 は 広く伸展 し . 逆 に mic r o-
villi な どの 表面突起構造 は数少 な く な る嘘向 に あ っ
た . 更 に 強拡大 で 観察す る と ( 図12), 細 胞 表面 や 細
胞間 に や は り 約2 50 Aの mic r othr eads n etw o rk
が 縦横 に 走 っ て い る の が 観察さ れ . 且 つ ･ こ れ ら の
mic r othr e ads は mic ro villiに 起点 と終点 を有 し
て い た .
3 . Colo ny の 観察
O S T細胞は r o utin e と して 7 日目 に継 代 培 養 を
施行さ れ たが , 更 に 培養 を続 けて 経過 を追 う と ･ 細胞
は接触抑制 を示さ ず に 重 な り合 い なが ら増殖 と運 動 を




の 像 を呈 す る の が観 察 さ れ
た ( 図13).
9日 臼の 試料 で は ( 図1 4), 50～ 500個 の O S T細
胞の 堆構か らな る
‖
c olo ny fo r m atio n
"
を 散 在性
に認 め た . こ の C Olo ny は , ガ ラ ス面 に 接 し て い る
最下層 は平坦 な細胞 よ り な っ て い る が t そ れ よ り 上層
で は はぼ球形 の 細胞よ り な っ て お り t 外見上
"
ca uli-
flo w e r
一･
の 様相 を呈 して い た . そ の 一 部 を 拡 大 し て
観察す ると (図15)t c olo ny は大小 さ ま ぎ ま の 大 き
さ の 球形 , 卵円形の 細胞の 堆積か ら成 っ て お り ･ 個 々
の細胞表面 は培養初期 の も の に 見 ら れ た も の と 同 じく
活発な micr o vi11i や別 opodia な ど の 細 胞 質突
起構造で 覆わ れ て お り , 散発的 に 壊死 に 陥 っ た 細胞 も
観察 さ れ た . 細 胞間に は inte rc ellula r bridge s が
発達 し て お り , 細胞 は こ れ に よ っ て お互 い に 密 に結合
して い た . 強拡大 で は (図16), 密生 して い る mic ト
｡ Villiの 間隙 を縫 う よ う に . 更 に繊 細 な直径約3 0 0Å
前後の micr othr e ads が走 っ て い る の を観 察 し た .
Ⅱ . 加 血 β に お け る O S T細胞の 走査電顕像
1 . X線学的 , 光顕的検討
O S T細胞 を異種移植 して 3週目 に 形成 し て い る 腫
瘍を , 走査電顧 で 観察す る前 に Ⅹ線学的に 検討す る と
図17). 腫瘍に 取 り囲 ま れ た大腿骨 は O Ste O S Cle r otic
な像の み な らず o steobla stic な 像を 示 し . 腫 瘍
は O Ste Obla stic な像 を示 し て お り , 人 骨 形 成 性肉
腫 に 類似 し た所見を示し た . 更 に 組紙学的 に 検討 す る
と ( 図18). 腫瘍組織 は束 状 の 負br o u stis s u eに
ょ っ て 区切 ら れ て alv e ola r patte r nを 示 す 腫 瘍細
胞巣よ り成 り , 中心 部 は C e ntr al n e c ro sis に 陥 っ
て い た . 主 と し て 色br o u stis s u eの 申 に 反 応 性 と
思 わ れ る骨新生 を認 め た が , 一 部 に は腫 瘍細胞 巣内 に
も oste oid を 認 め るこ と が で き た ･
2 . 腫瘍組織 に お ける OS T細胞表 乱 の 走 査 電 顕
像
O S T細胞 を異種移植 し て で さ た腫瘍 組織 を ･ 脱 水
操作過程申 に鈍的に 折挽割断す る と . 個 々 の 細 胞表面
が良 く温 存さ れ たま ま で の 腫瘍組織 の 内部構造 が露出
さ れ た . こ の 面 を弱拡大 で 見る と ( 図19), O S T 細
胞 が塊 り と な っ て 無秩序 に 堆積 し て い る の が 観察 さ れ
た . 個 々 の O S T細胞 は長径10～ 2仙 m に わ た っ て 大
小不揃 い で , 球 臥 卵 円 臥 紡錘形の も の が 極め て 多
数 を占 めて い た . 所 々 に 血球成分 を認 め る他 に は明 ら
か な問質成分 は殆ん ど認 め ら れ な か っ た ･ 図20, 21の
如 く に こ れ を強拡大で 観察 す る と . 細胞 表面 の mic･
r｡ Villi は太 さ約0.2〟m で 頼 =再 わ叩 の 場 合 と 同 様
で あ っ た が , そ の 長 さ は概 して 短 い も の が 多く , 表面
に500～ 20 00Åの 小粒子 の 付着 を認 め た . blebs も 大
略 ∫柁 び∫け 0 と 同様 の 大 き さ で あ っ た が ･ サ ボ テ ン
状 に 平 ら に な っ た もの が多 く . 同様 に 表面 に 粒 子 の 付
着 を認 め た . 細胞間 に は n lopod ia 及 び ･ inte r c e
-
11ula r bridges が 良く 発達 して お り ･ 細胞 は お 互 い
に こ の 連結 に よ っ て 固 く位置 の 安定を得て い る よ う に
観察さ れ た . 部 分的に 巾250 Aの mic r othr e ads n e
-
tw o rk の 集塊 を認 め た . そ の 他 に は細 胞間 隙 に 明 ら
か な問質成分 を認 め な か っ た . 以 上 の 所 見 は ･ j頼
u㍑ro にお け る C Olo ny の 細胞表 面 と非常 に類似 し
て い た .
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3 . 腫瘍組織 に お ける O S T細胞割断 面 の 走 査 電
顕像
O S T細胞異種移植腫瘍を樹脂包哩 の う え , 凍 結 割
断す ると , 細胞自身 も割断さ れ て 細胞内郎構造 が明 瞭
に観察さ れた . 特 に 核膜や核小体 は非常 に 明 瞭 に 浮重
出て お り . こ の 像 へ 透過 電顕像 に お け る悪 性 細胞 の 所
見を応用 する こ と が可能で あ っ た . 即ち 図2 2に 見 る如
く , 核 は 一 般 に大 き く . 核膜 は不規則な も の や 折 れ込
んだ も の が多く 見 られ , ま た細 胞 の 割断面に よ っ て 異
ると は い え . 核/ト体 は一 大小数個 を認 め た . 強拡 大で
観察す る と (図23), 核質 は主と し て 顆粒状 物質 で 満
たさ れ て お り , 特 に核小体 t 核膜 の 近傍で は密 で あ っ
た . 一 方 . 細胞質 は均 一 化 し て お り , 細胞質内 小器官
は不明瞭 で あ っ た .
a ceto n 包埋 の う え , 凍結割断 し , 軽 く イ オ ン エ ッ
チ ン グを 加え た試料で は , 上記所見 と は か な り異 っ た
像 が得 られ た . 即 ち図24に 見る女ロく , 樹脂包 埋儀 に 比
較 し て 核内構造 は不 明瞭で あ っ た が , 逆 に 細胞 質内部
構造 は よく保存 さ れ て お り . 小器管 な ど の 超 微 細構造
が あ る程度識別可能 で あ っ た .
Ⅲ . 腫 瘍周囲結合組織の観察
O S T細胞異種移植腫瘍の 周囲 を と り 巻 く結 合 組織
を破断 し た面を観察 す る と (図25). 方 向性 が ほ ぼ 鵬
定し て い る 魚br ob la st が , 互い に距離 を も っ て 散
在.性 に 存在 して お り , 細胞の 表面 は縦横 に 走 る C Olト
age n 負be r で 厚く 覆わ れて い た . 細胞間 は fi br o･
blast の 長軸方向 に 一 致 し た 太 い C Ollage n 丘be r
と . そ れ に 絡 み つ つ 網目状 に 密 に 交錯 し て い る 細 い
c ollage n 且be r で 埋め ら れ て い た . 更 に 強拡 大 で 観
察す ると (図26), こ れ ら の C O11age n 丘be r は 巾
約300～ 3000Aで , 色brobla st か ら 周 囲 に 向 っ て 排
出され て い る如く に 見 られ , 且 っ こ れ ら の c ollage-
n 魚be r は特 に blebs か ら産 出さ れ て い る 如 く 観
察 され た . こ れ ら の 線推 は次第 に 互 い に 結束 し , 更 に
太い 線維 に 成長 し て い く の が認 め ら れ た . こ れ ら の 細
胞 の う ち . 未だ c ollage n で 覆 わ れ て い な い 幼 若 な
且br obla st を 強拡大 で 観察す る と ( 図 2 7 ), blebs
の 一 部 か ら芽が 出る か の 如く に C Ollage n 成分 が 突
出し始 め て い る も の か ら , blebs か ら c o11age n
色be r が長く 伸び て い る か の 如く に 観察 さ れ た . 細 胞
表面は blebs が多 く mic r o vili ほ殆ん ど 見 ら れ
ず , inte r c ellula r bridgesな ど も見 当 ら な か っ た .
Ⅳ . 走査闇顕観察後の試料の光顕 観 察
Ⅱ ～ Ⅲ の 試料の 観察面 が . 目的 とす る部位 を正 し く
露呈 して い た もの か 否か を再確認 す る ため に , 試 料台
よ り 剥 し た 試料 を do uble e mbed ding te chni･
qu e を用 い て 包埋 し , 観察面 に 垂直な切片を作 成 し .
H.E染色 を施 し たと こ ろ , 走査電顕で 観 察し た 部 位 は
カ ー ボ ン と金 パ ラ ジ ウ ム に よ る黒 い ラ イ ン で 示 さ れ ,
即 ち走査電顧 で 得 た所見が光顕 レ ベ ル で どの 部で あ る
か を 明瞭 に せ し め得た . 図28 は. O S T細 胞 異 種 移
植腫瘍を走 査電顆で 観察 した標本で あ り , 黒 い ラ イ ン
はそ の 観察面 で ある蒸着部位 を示 して い る .
考 察
悪 性細胞 の 最 も大き な生物学的特徴は , 異 常 増 殖 ,
浸潤 , 転移性 を示 す事に あ るが , こ れ ら は 本質的 に は
細胞間相互作用 に 異常を来 した結果 で あ り . 言 い か え
れ ば細胞膜 に 何 ら かの 異常性格が惹起さ れ た た め で あ
る , と 解釈さ れ て い る . そ の 異常性格と は , 1 ) 運動
と増殖 の 接触抑制 (C O nta Ct inhibit o n) の 喪 失l) ,
2) 細胞相互結合力 (m utu al adhe siv e n e s s) の 低下
T)と , 他物質 へ の 粘着力 (Stick in e s s) の 増 大 1) , 3)
活発 な ア メ ー バ 様 運 動 (a m o ebm oid m obility)t),
4)自 己 ｡ 非自己識別能力 (S elf-r e C Ognitio n) の 喪
失9), 5) 酵素に対 す る異常透過性 (1eakin e s s)25), 6)
膿の 高 い 陰性荷電ヱ3). 7) 癌特異抗原 の 存在16). な ど に
よ っ て 説明さ れ て い る .
透過 型 電子顕微鏡 を用 い て 悪性細胞と正 常細 胞 の 膿
微細構造 を比 較検討し た も の に , 先 づ Co m a n& .
Ande r s o n6) の 報告 が ある . 彼等 は r eplic a 法 を 用
い て , 癌細胞勝義面で は30～ 300Aの 不 規則 な 粒 子 が
ある の に 反 し て . 正常細胞で は30～ 60Aの 規則 正 し い
粒子の 配 列 が あ る 事 を 観察 し た . ま た Ea sty &.
Me rc e r
lO) は , 腫瘍細胞で は 正常細胞 に 較 べ て . よ り
mic r o vi11i が多 い 事 を 報告 し , 更 に Co ope r &.
Fishe r8) は , 悪性化 と細胞表面 の 多毛 性 (hair･in e s s･
: 即 ち mic r o villi) の 関係 を示 し, こ れ が 接 触 抑制
と も関係 が あ ると 述 べ た .
一 方 , 近年 の 走 査電顧の 進歩 は . r eplic a や 超 薄
連続切片に よ る形態観察の 煩 雑さ を解決し , 細 胞表 面
の 超微構造 を立体的に 観察す る 事を可 能と し た . 以 来
f柁 U〃r oに お ける 悪性細胞の 研 究も ま た急速 に 進歩 し
っ っ ある . 先 づ Hodges, G. M . ( 1969)
13)
は . マ
ウ ス 腎由来の tr an sfo r med cell (C B M 17. C B M 18
N) を用い て C ellula r c o ntact と細胞 表 面 形 態 の




は Tr a n sfo r m ed chine s eha m ster o v a ry c ell
(C H Oce11s) を観察し , 1) 悪性化 した細胞 の 表 面 に
は mic r o villi や ble s . 1a m ellipodia な ど の 突
起構造が著明 に 見 られ るの に 反し て , そ の 発 生正 常母
細胞 に は, こ れ ら の突起構造が少 い , 2) 悪 性 化 し た
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細胞に は接触抑制機構 が低下又 は喪失 し て い る , 3 )
悪 性化 し た細胞で は . 表面膜構造 は C ell cycle の
pha s eに より 異 っ て い る , 4) こ れ ら の 表面渡橋 造 は
ま た , 細胞密度 , 培養液 な ど の 周 囲 環 境 に よ っ て 晃
る , こ と な ど を 観察 し た . Boyde, A.
j)
. ve s ely.
P.28)ら も はぼ同様 の 観察 を行 っ て い る . し か し , f乃
ugu o の 腫瘍組織 を走 査電顕 で 観察 した 報告 は極 め て
少 い . 即 ち , Jo rda n et al,
‖) の 子宮 頸郎腐 の 表面
観察, Cla rk.5) の 膀胱癌 の 表面観察 に つ い て の 報 告
な どを散見す る に 過 ぎな い .
著者は J乃 むわr o に お け る O S T細胞 の 超 微 細表
面構造や , 細胞形態の 経時的変化 , 悪 性性格 の 有無 を
走査電顕 に て観察 し , 更に 一 歩進 め て O S T細胞 を
マ ウ ス に 異種移植 し . 抽 1油 川 で 本細胞 を 形 態 学 的
に 観察 し , ∫佗 び∫ 加 の そ れ と比 較 した . 先 づ 拍 Ⅷ 庸 一
r o に お け る O S T細胞の 表面構造を検討す る に 以 下
の 如く で あ っ た .
a) mic r o vi11i: 直径約0.1pm の 指状 の 細胞 質突起
で あり , 一 般 の 正常細胞 に も認 め ら れ る が , 悪性化 し
た細胞の 表面 に は著明で あ る と す る報告 が多 い
4)8)8)20)2‖
. o s T細胞に 於 て も同様で あ っ た が , 掛 こ 培 養 初期
や細胞分裂期. 及 び C Olo ny 状 態の 細胞 に mic r o,
villiの 形成 は著明 で あ っ た . こ れ らの 事皐り mic r-
0 Villi は細胞代謝 , 即 ち細胞の 生命活動 に と っ て 基
本的 な役割 を な して お り , こ の も の の 多寡 は 細胞表面
活動 の程度 と関係 して い る と考 え ら れ る と共 に 一 組 胞
活動 を行う隙 の 細胞表面積 の 増大変化 の た め の 予 審表
現 で も あり , 周既 の 環境 に応 じて 以 下 に 述 べ る よう な
細胞質突起 に移行 す る基本構造 で あ る と も 推 測 さ れ
る .
b)blebs ‥ 細胞表面か ら茎状突起 を も っ て 連 絡 す
る球状 の 膨 らみ で あ る ∴ 透過 電顕 で は , Pric e
22) は
hu m a n epithelial c ell の blebs に 多 く の POl-
ys o m eを認 め たと 報告 し て い る が , 走 査 電 顧 で は
Po rte r21)が CH O c ells を . そ の C ell cycle と
の 関連 に お い て 観 察 し . blebs は C ell cycle の
全 て の 時期 に見ら れ るが , 特 に Gl期 で は 著 増 し て お
り . 且 っ ribo s o m e濃度が 高 い こ と よ り , 代 謝 及
び細胞 の 機能と密接 な関係が あ る と推測 し た ･ 本実験
で は , 図2 に 見 る如く そ の 形態 , 及 び そ の 存在部位 よ
り 推察す る に . こ の b lebs は mic r o vi11i か ら必
要 に 応 じて 派生 し , 細 胞 の 分 泌 又 は pinocyto sis
に 関与す る機能 を有 して い る と思惟 さ れ た ･
c) 負lopodia : Ve s ely28), Pa r ak kal
柑)ら が mic r-
ospi ke s と呼称 して い る も の と同 一 物 と考 え ら れ る ･
Pa rakkal は m o n o nu cle a rphago cyte に Ca rbo n
粒子 を 与 え た と こ ろ . 先 づ 多 く の 鋸 opodia が
Ca rbo n 粒子 を包み 込む よう に伸展 し . こ れ ら が 次第
に 癒合 し つ つ . つ い に は Phago cyto sis を 完 了 す る
事実 を走査電顔 で 示 し . 丘lopodia は触手 の 如 き 働
き が あ る と し た . 本実験で は 負lopodia は , 時間の
経過 に従 っ て mic r o villi よ り少 し 長 い も の か ら ,
漸次 , 1 0〃 m以 上 に 及 ぶ 長 い も の が 観察さ れ . し か も
カ バ ー グ ラ ス 面や 近隣細胞 の 方向 に 一 致 して 発 達 して
い る事 より , 色lopodia は細胞 が外部 の 刺 激 に 反 応
し て 現 わす も の か , 或い は細 胞が行動 を始 め る 際 の 探
索脚 と し て mic r o villiが伸展 し 別 opodia に 成
長す る も の と考 え ら れた . 時 に数 本が 癒 合 し つ つ 巾広
い形態を と る も の が認 め ら れ るが , こ れ は 1a m ellト
podia に 移行 す る も の と考 え ら れ る ･
d)1a m e11ipodia : A be r c r o mbie
l)ら に よ っ て 導
入 され た言葉で , 薄い 舌状 又 は シ ー ト状 の 細 胞 質突起
が , 細胞の 辺縁 より伸展 し て い る も の を指 し , 別 op-
odia か ら発達 し たも の も あ れ ば , 最 初 か ら blebs
や mic r o vi11i よ り 1am ellipodia に 伸展 して く る
も の も あ る . 本実験で は , ア メ ー バ 横 連動 を 行 う際の
運 動方向の 先端 に 認 め ら れ る事か ら , 細胞 の 進行方向
に従 っ て 細胞質 が 1a m ellipodia へ 流動す る も の と
考え られ た . こ の 表面 に は mic r o vi11i や ble s
を伴う も の も多 く . Po rte r
21) は 1a m ellipodia 自
身 も多量 の m ediu m を pin o cy tosis と し て 取 り
込 ん で い る と報告 して い る .
e)inte r c ellula rbridge s : Cell
-tO - C ellc onta ct
の 主役 を演 じ て い る も の と考え られ . 先 づ 各 近 隣 細
胞が お互 い に ひ き寄 せ る か の 如く に そ れ ら の 細胞か ら
且lopodia を伸 ば し , こ れ らが 接触 し合 っ て 各細胞
間 に inte r cellula r bridge s を 形 成 す る に 至 る ･
と考 え ら れ た . 一 方 , C Olo ny に お い て も 細 胞 は 互
い に 密 な inte rc e11ula r bridge s を 形 成 し て い る
こ と よ り , こ の も の は lo s sof c o nta ct inhibitio n
や C Olo ny fo r m atio n と 深 い 関係 を も っ て お り ･
細胞堆積 に 重要 な貢献 を して い る もの と考 え ら れ た ･
f) mic r othreads, mic r othr e ads netw o rk : 図
9 . 12に 見 られ た 如く , O S T細胞 の 表面 に は250 A前
後 の 極め て繊 細 な
〟
ク モ の 糸 〝 状 の 繊維様物質 の 網目
構造 を認 め た . そ の起点 , 終点 は micr o villi と 関
係 し て い る よう に 観察 さ れ た . Hodge
13) は 貝br o･
b la st にお い て 負n e thre ads of cytopla s m を 報
告し た が . こ れ は細胞辺縁 より 始ま り , ガ ラ ス 面 に 沿
っ て 伸展 し , 太 さ も ま ち ま ちで 網目構造を作 ら な い こ
と よ り . 魚lopodia 又 は inte r c ellula r bridge s
が 過伸 展 した も の と推測 し て い る が , 本実験 で の 所見
O S T細胞の in vitr o,in viv o に お ける 走査電鋸 的観 察





. そ の 網目 構造 を
ttmic r othr eads n etw o rk"
と し て . Hodge の 言 う
t一
色n e thr eads of cyto -
pIs m
' '
と は区別 した . 本実験 は微細 で . 且 っ 立 体 的
に 交叉 し て い る こ と か ら . 従来 の 透過 電顛 に 於 て こ の
存在を知 る事 は不可能で あ っ た と考 え ら れ る . こ の 物
質 は , 細胞 の 活発な ア メ ー バ 様運 動 に よ っ て Hodg-
e の 言う 如く 色lopodia 又 は inte r c ellula r bri-
dge s が 極度に 伸展 し . 更 に交錯 し た結果 の も の と 考
え ら れ る
一 方 , O S T細胞 , 或 い は 一 般 に 悪 性 細胞 に
特有 な , 丘brilと関係 した 物質 又 は . 悪 性 細 胞 の




柑) は . 癖組織 が増殖 , 浸潤し て い く 際 に , 細 胞 の
問質形成 に 役立 っ 物質 が分泌さ れ て い る の で は な い か
と考 え て , こ の 癌組織 が増殖 の 場 に 必 要 な 魚brin
沈着 を お こす ため の 因子 を c a nce r c o agulativ e f-
a cto r と呼称 した が , 本実験で 観察 した hic r othr e-
ads n etw o rk が , こ れ と関 係が あ るの か . 細胞 の 運
動 に 関係して 存在す る も の か , 或い は C Ollage n 前
駆物質と関係 す る もの か , こ れ らの 決定 は今後の 課 題
で あ る .
さ て i佗 びか 0 に お ける O S T細胞 を , 1 つ の 集 団
に 於て 走 査電顧 で 観察 し た場合 ∴悪性細胞 と し て の 態
度 を どの よう に 具現 して い る か を追求 す る に , 細 胞 の
接触抑制機構 の 喪失 (lo s s of c o nta ct inhibitio n),
と c olo ny fo r m atio n が認 め ら れ た . c o nta ct iT
nhibitio n と は A be r c r o mbiel) が提唱 し た 概 念 で
あ る が , 彼 は in vitr o で ニ ワ ト リ の 負br obla st
の 運動性 を観察し , 正常細胞同志 の 揚合 に は , 互 い の
接触 に よ っ て a m o ebm oid m o v e m e nt が相互 に 抑
制 を 受 け ･(C. i. of lo c o m otion), や が て 単 層 の
シ ー ト を作 り t 且 っ 規則 的 な配 列 を 示 し て 増 殖 が停止
す る (C. i. of gr o wth) が , ～ 方 . 悪 性 化 し た 細
胞 は こ の よ う な性格 を喪失し て い る た め に 細 胞 は at
ra nda m に 配列 し . 且 っ , 無制限 に 増 殖を続 け る ため
に , 細胞が ガ ラ ス面上で 互 い に 重なり合う (piling up)
と い う所見 を 観 察 し た . 現 在 で は , かか る現象 は
わz uか 0 に お け る細胞の 悪 性化 の 指標 の 1 つ で あ る
と 共 に , 悪性細胞が 生 体 に 於て 示 す 増殖 の 基本的態度
を示唆す る現象 で あ る と考え ら れ て い る .
O S T細胞で は図10に 見ら れ た如 く , 細 胞 の 配 列 に
は方向性 . 規 則性 が なく at r anda m で あ り t 培 養
7 日目 を過 ぎて 細胞密度が高く な る と , 図13に 見 られ
た如く , 細胞 は単層 で 増殖を停止す る こ と な く . 重 な
り合 い なが ら増殖 を続 け る こ と か ら･C O nta Ct inhib-
itio n を喪失し て い る と考え ら れ た .
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ま た c oIo ny 形成能 も c o nta ct inhibitio n と
関連 した悪性化指標 の 1 つ と 考え ら れて い る が , O S
T 細胞は培養 9 日目 に は大小 の C Olony を 散 在性
に 形成し て い た ( 図14). 一 般 に 悪性細胞は お 互 い の
相互付着力 (m utu al ad he siv e n e s s) は低 下 し て い
る が . 他物質 へ の 粘着力 (Stickin e s s) は 高 ま っ て お
り , こ れ が た め に 転移性 を現 わ す と考え ら れ て い る .
OST 細胞 の C Olony は こ の 性格 の 一 端を 示 し て お
り . ガ ラ ス面 に 接 して い る細胞は そ の 接着力 の 故 に .
容易に 平坦に 伸展さ れ る が , それ よ り上層に 積み 重な
っ て い る 細 胞 は lo s s of conta ct inhibitio n に
よ っ て 増殖を続 け るが , 相互付着力が低下し て い る た
め に , 個 々 の 細胞 は培養後数時間以内 に おけ る浮遊状
態 に似 た球形を と っ て い る も の と 考え ら れた .
次に O S T細胞異種移植腫瘍 に つ い て 検 討 を 加 え
ると , O S T細胞 は全体的に は卵円 形の もの が 多 く ,
∫柁 り か 0 に お ける C Olo ny の 表面と類似 し て お り ,
局所表面微細構造 も mic r o villi, blebs が 殆 ん ど
を占め て おり , ∫柁 Uか ∂ に お け るも の と類 似 し て い
た が . 更 に 細胞間に は , 明 ら か な c ollage n fibe r
な ど の 問質成分 を認 めず , 専 ら inte r c e11ula r br-
idge s が認 め られ た .
以 上の f柁 びiけ 0 , 抽 乙両 用 に お ける O S T 細 胞の
表面微細構造 . c olo ny 及 び腫瘍組織の 走 査 電 顕像
を統括す る と , 次 の 様な結論 に達 する .
即 ち . mic r o villiほ細胞表面突起構造の 基本形 と
考え ら れ . 必 要 に 応じ て . 主と し て 分 泌 代謝 を 行 う
blebs や , 触 手と して 働 く n lopodia に 移 行 し 得
る も の で ある . 細胞が ア メ ー バ 横道動 を行う 際 に は .
更に 缶lopodia が Ia m ellipodia に 発 達 す る が ,
一 方 . 近隣細胞 と の 間に は お互 い に 引 き 合 う よ う に
負lopodia を伸 ば して お り . 更 に C ell･tO- C ell c o n-
tact を行 う こ と に よ り情 報交換が行わ れ て い る も の
と 考え ら れる . そ の 際 に悪性細胞 に於 て は接 触 抑制機
構が失 わ れて い る た めに . 接触 し た Blopodia は 次
々 と inte rc ellula r bridge s に な り , 細 胞 堆 積 を
可 能な ら しめ る と考 え られ る .
と こ ろで 宿 主側 の 正常細胞 で あ る 丘br obla st を
見る と . 表面 は殆ん どが blebs で あ り . そ こ か ら
c ollage n 前駆物質 が分泌 さ れ . 周 匪=こ そ の 蓄 積 で あ
る c ollage n 丘be r の n etw o rk が 形成 さ れ , 機
能的分化能が 旺 盛で あ る事を 示し て い た . こ の 角bト
obla st と O S T細胞 を対比 す る と . O S T 細 胞の 周
囲 に は何 ら機能的分化能力を証 明 し得る よう な物質が
なく , O S T細胞が脱分化の 状態 に ある こ と は 自 明 で
ある . 他方 , O ST 細胞 は . 旺 盛 な細胞増殖能 力 を 示
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し て おり , 増殖 し た 細胞 は , 周 囲 の 細 胞 と の 問 に
inte r c ellular bridge s を 形 成 す る こ と に よ っ て ,
重 な り合 い ∴細胞の 堆積 を可能 な ら し め , 最 終的 に は
f佗 び 庸 0 で は C Olo ny を , 頼 t雨 用 で は 腫 瘍塊
を形成す る に 至 る , と 推察 さ れ た . 文 献で は 悪 性細胞
に 於 て は mic r ovilli が旺 盛 で あ る と さ れ て い るが 一
本実験で も in vtlr o に お い て O S T細胞の S ubc-
ultu r e直後の 単離細胞 に 於て 既 に mic r o villi が 多
く認 め ら れて い た . こ の こ と は . 恐 らく 既 に そ の 時点
より O S T細胞 は inte r c ellula r bridge s 形成 能
を有 して お り , piling up の 方 向に 向う べ く 性格 を
保持 して い る事 を示 して い た も の と考 え られ る ･
反面 , 本細胞 の 表面 に C 011age n 形成 へ の pr o c-
e s sが 拍 乙吊 れ㍉ わ= 油 川 に 於 て , 即 ち 培 養 の 全 経
過及 び , 異種移植腫瘍内 に 認 め られ なか っ た事 は , O
S T細胞 で は既 に , m a nife st な c ollage n 形 成 能
が depr e s sさ れ て お り . 長 期 間 の 培養 に よ っ て ･
より 未分化 な方向 に 進行 し て い る も の と考 え ら れ る ･
結 語
走査型電子顕微鏡を用いて . 当教室 で 長期継代培養 に
成功 し て い る人骨肉腫由来培養細胞 (O S T細 胞) を
f乃 び か 0 で 観察 し , 更 に 免疫抑制 を行 っ た マ ウ ス に
こ の細胞 を異種移植 し . 形成 し た腫瘍 の 割断面 を 同様
に 観察 し , 次 の 結論を 得た .
1) 拍 u宜 柏 の O S T細胞 は , 培 養経過 申 に 細 胞質
突起構造の 基本形 で あ る mic r o villi を著 明 に 示 す
と 共に . 代謝 , 分泌機能 に 関係す る と思 わ れ る ble･
bst ア メ ー バ 様運 動の 現 れ と して の 別 opodia 又 は
Ia m ellipodia, C ell-tO - C ell c o nta ct の 主 役 を な す
inte r c ellula r bridges な ど の 突 起 を 出 し つ つ 形態
変化 を行 っ た .
2)in vitr o の O S T細胞 は , 巾250 Aの mic r o･
thr e ads n etw o rk を示 し たが , こ れ が悪 性細 胞 に 見
られ る も の か , 或い は O S T細胞 に 特有 な物質 な の
か ほ不明で あり , 今後 の 検討 を要 す る ･
3)f柁 り〃r o の O S T細胞 は . 細 胞 密度 が 高 く な
る に 従 っ て C O nta Ct inhibitio n の 喪失 に よ る at
ra nda m a r ra ngem e nt, piling up･ COlo ny fo r
･
m atio n を示し , 悪性細胞 と して の 態度 を明 ら か に し
た .
4) O S T細胞異種移植腫瘍の 割断面 で は ･ 細 胞 表
面 は著明な
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mic ro vi11i･ blebsl 細 胞間は密 な int-
e r c euula rbri dge s を 認 め , in vitr o に お け る C
･
0lony の 細胞表面と顆似して い た ･
5)in vitr o. tn viuo の O S T細胞表面 に mic･
田
r o villi が多い 事 は , inte r c ellula r bridge s 形成
能 が旺 盛 で あ る事を 暗示 し て お り , 即 ち細胞 の 堆積 の
可能性 を示す も の と推察 した .
6) 正常 な fi br obla st を iTl uiu o で 較 べ た結
果 . O S T細胞 で は既 に COllage n 形 成能 が depr-
e s sさ れ て お り , 長期間 の 培養 に より , 未分化 な方向
に 進ん で い る もの と考 え ら れ た .
7) 腫瘍組織 に 凍結割断法 を用い る こ と に よ っ て ･
O S T細胞内の 超微細構造 へ の 立体的観察 の 可 能性 を
示唆し た .
稿を終 る に臨み . 終始 御懇鴇 な御指導 と御校 閲の 労を
賜 り ま し た恩師高瀬武平教授 に 衷心 よ り 謝 意 を 捧 げ ま
す . ま た終始御指導 い た だ き ま した 当教室真鍋 昌平講師
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A bs tr a ct
The s u rfa c e prope rtie s a nd inte r c ellula r c o nta ct of n e opla stic c e=s ha ve be e n
s u spe cted to be d iffe r e nt fr o m tho s e of n o rm al cells . Be ca u s e n e opla stic c ells n ot
o nly d isplay the lo s s of c o nta ct inhib itio n o r m ake c olo nie s in vitr o, but als o
ha v ein v a sive a nd m eta static cha r a cte r sin viv o.
Ap plyin g the sc a n ning ele ctr o n mic r o sco p y, this e xpe rim ent is inte nded to find
o ut the su rface a nd m o rpholo gic al cha racte ristic s of c ultu r ed hu m a n o ste oge nic
s a r c o m a c eIIs (O S T cells) both in vitr o a nd in viv o. As a r e s ult, O S Tc ells in
vitr o sho w s ointe r e stin g Fe atu r e sdu rin g this s ubc ultu r e a s, mic r
■
o villi. blebs ,
n lopodia, 1a mellipod ia. inte r c ellula r bridges and mic r othr e ads n etw o rk ･ T hey als o
sho w the lo s s of c o nta ct inhib itio n by hapha z a rd a r r a nge m e nt o r indefinite a nd
Piling - uP gr O Wth.
As fo r in viv o, tu m O ris c o ndu cted by heter otr a n spla ntatio n of O S Tc ells into
mic e u nde r the tr e atm e nt with Rab biトAnti- M o u s e- T hy m u s-Se r u m (R A M T S). By s n a-
p ping offthe s e m aterials in lOO% a c eto n afte r fix atio n a nd dehydr ation , the s u rfa c e
of O S Tc ells c a nbe obs e r v ed a nd rna ny mic r o villi, blebs a n 〔1 inte r c ellula r bridge s
a re s e e n. T he s efindin gs r e s em ble tho s e of c olo ny s u rfa c ein vitr o. On the othe r
hand, by u sin g fr o z en r e sin o r a c eto n c r a ckin g m ethod , intra c ellula r mic r o o rga n elle
c a
`
n be obs e rved w e11.
It is c o n cluded that mic r o villi c o uld be the o rigin al fo r m of c ellI〕r Otr u Sio n
a nd de v elop into m a ny othe r de riv e rtie s･ Espe cially a lot of them high ly pr odu ce
interc ellula rbri dge s w h ich brin g abo ut tu mor c ell a c cu mulatio n･ Pr obably , the
capability of fo r min g c o11age n in O S Tc ells ha s be e n depr e s s ed a nd s u ch O S Tc ells
m ay gr o w into a n u ndiffe re ntiated stage du ring their lo ng
-te r ml c ultiv atio n･
図 1
"
湖底 の マ リ モ
′′ 様の 細 胞表面形態 (培養直後)
























O S T細胞の in vitro,in viv o に お け る走 査 電顕自勺観 察
図 3 ruffled m e mbr a n e(†). 殆 ん どの 細 胞に filopodia が 見られ る ･ ( 培養6時間)
103
図 4 filopodia (†) と inte r c ellula rbridge s( 含)(培養6時間)
1 04 富 田
図 5 放射状 に伸展し て い る filopod ia (培養1 2時間)



























O S T細胞の in vitro,in viv o に おけ る走査電顧 的 観察 105
図 7 分裂直後 の O S T細胞 (培養2 日目)
図 8 平坦 化し つ つ あ る OS T 細胞 . †印は inter c ellula r bridge s(培養3 日 目)
富 田
図 9 細胞間 に見 る micr othr e ads n etw o rk (培養4 日目)

























O S T細胞の in vitr o.in viv o に お け る走査電朗的観察 1 07
図11 図10の 一 部拡 大像 ( 培養6 日目)
図12 図11の 一 部 強拡大條 .
mic r othre ads は 起 点, 終点を micr o villiに も っ て い る と 考 えられ る . (培養 6 日目)
図13 co nta Ct inhibitio n を喪失し piling up し て い る OS T 細胞 (培養9 日目)






























O S T細胞の in vitr o,in viv oに おけ る 走 査電罪郎Ⅰ勺観察 109
図15 c olo ny を形成して い る OS T細胞. mic r o villiと interc ellula rbridge s(†) が著 明 で あ る .
(培養 9 日目)








図1 7 0 ST 細胞異種移植腫瘍 の レ 線像
(移植後 3週目)
図19 0 ST 細胞異種移植腫瘍 の 割断像 (移植後 3週 目)
O S T細胞の in vitr o,in viv o に お ける 走査電願的観察 111
図20 同左 の 強拡大像 .
micro vi11i,blebs,inte r c ellula rbridge s(含), 限局せ る mic r othr e ads n etw o rk(†)
図21 同上強拡大條 .
†印は mic r othr e ads n etw o rk
図2 2 同腫瘍組織 の 樹脂包埋凍結割断面. 大き な核, 不規則な核膜, 複数 の 核小体な どか ら
悪性月重壕 であ る事を示し て い る .
図2 3 同上拡大像 .




































O S T細胞の in vitro,in viv o に お ける 走査電胡的 観察
図24 a ceto n 包 埋 凍結割断面 . 細胞 質内小器管 が比較的良く保 た れ て い る ･
図25 腫瘍周囲 の 線維性結合組織の 割断像 .
散在す る fibr obla st と C Ollage nfibe r グ) netw o rk を見 る .
114 富 田
図26 fibr o la$t か ら周囲に C Ollage n fibe r が 伸展し て い る . (同上拡大像)
図27 幼若な fibr obla st . c ollage n 成分が blebs よ r)伸 展し つ つ あ る の を 見る ･
図28 †印 の 黒 い ラ イ ン は 走査電顕観察部位 (蒸着部) を示して い る .
(O ST 細胞異種移植腫瘍組織 : R ･ E 染色)
